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Twenty seven bladder tumors, three ureteral tumors and one renal pelvic tumor were 
studied by means of light microscopic histochemical methods for demonstration and identifi-
cation of acid mucopolysaccharides. Alcian blue (pH 1.0), alcian blue (pH 2.5), periodic acid-
Schiff (PAS) and aldehyde-fuchusin stainings were performed. These stainings showed that 
all tumor specimens contained acid mucopolysaccharides. For identifying individual acid 
mucopolysaccharides, enzyme digestion procedures were performed prior to staining with 
alcian blue. (streptomyces hyaluronidase, testicular hyaluronidase, chondroitinase ABC, 
chondroitinase AC, keratanase, heparinase, heparitinase.) 
   According to these experiments, high-grade, and high-stage tumors contained large amo-
unts of sulfated mucopolysaccharides. Squamous cell carcinomas of the bladder contained 
especially large amounts of chondroitin sulfate AC.
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透徹しパラフィンに包埋 した後 厚さ4uの 切片を作
製して組織化学的染色反応を適用した.
方 法
1,組 織 学 的方 法
ヘ マ トキ シ リン エー オ ジ ン染 色(H-E)
Harrisのヘ マ トキ シ リン液 を 使 用 したH-E染 色
を 行 い,採 取 した腫 瘍 組 織 標 本 の病 理 組 織 学 的 診 断 を
行 った.
2.組 織 化 学 的 方 法
1)PeriodicAcid-Schiff(PAS)染色
McManus(1948){)の方 法に よっ て行 った.
① 切 片 を キ シR一 ル に て 脱 パ ラ フ ィ ン し水 洗 す
る.
②1%過 ヨウ素 酸 水 溶 液 で10分酸化 す る.
③5分 水 洗 す る,
④Schiff試薬 にlo分浸 す.
⑤0.5%メ タ重 亜 硫 酸 ナ トリウ ム に 入 れ て2分 ず
つ3回 洗 う,
⑥ 流水 で5分 洗 う.
⑦ エ タ ノー ル列 に て脱 水 し,キ シ ロー ル で透 徹 し
て封 入す る.
結果 中性 多 糖 は 種 々の 強 さの 陽性 反 応 を呈 す る.
2)ア ル デ ヒ ドー フ クシ ン染 色
Gomori(1950)5)の方 法 に よ って 行 った.
① 切 片を キ シ ロー ル に て 脱 ハ ラ フ ィ ンし水 洗 す
る.
② 切 片を70%エ タ ノ ール に入 れ る,
③ アル デ ヒ ドーフ クシ ン染 色液(60%エ タ ノール
100ml,塩基 性 フ ク シ ン0.5g,パラ ア ル デ ヒ ド エml,
濃 塩 酸1・5ml)に30分入 れ る.
④ 切 片を70%エ タ ノール で洗 う,
⑤ エ タ ノー ル列 に て 脱 水 しキ シP一 ル で透 徹 して
封入 す る,
結果 硫 酸 ム コ多 糖 とエ ラ スチ ンは紫 色 に 染 ま る.
非 硫 酸 酸性 ム コ多 糖 は 淡 紫 色 に染 ま る.
3)ア ル シア ン青(AB)染 色




A.ア ル シァ ン青(pH1.0)染 色 法
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① 切 片 を キ シ ロール に て 脱 パ ラ フ ィ ン し 水 洗 す
る.
②1%ア ル シア ン青8GX-O,1N塩 酸 溶 液(pH
1.0)にて30分染 色す る.
③ 切 片 を濾 紙 で覆 い余 剰 の色 素 液 を 吸 い と る.
④100%エ タ ノー ルを5回 か え て脱 水 す る.
⑤100%エ タ ノー ル と キ シRル の 等 量 混 合 液 に
入 れ る.
⑥ キ シ ロール で透 徹 し て封 入 す る。
(注:染 色 液 に入 れ た後 の切 片 を100%未 満 の エ タ
ノー ルに 入 れ て は な らな い.)
結 果 硫 酸 多 糖 だ け が青 く染 ま る.
B.ア ル シ ァ ン青(pH2.5)染 色 法
① 切 片 を キ シR一 ル に て 脱 パ ラ フ ィ ン し 水 洗 す
る.
②1・0%ア ル シ ア ン青8GX-3%酢 酸 溶 液(pH
2.5)(新調 し て濾 過 した もの)に て30分染 色す る.
③5分 間 水 洗 す る.
④ エ タ ノール 列 に て脱 水す る.
⑤ キ シ ロール に て 透徹 して封 入 す る.
結 果 ピア ル ロ ン酸,弱 酸性 硫 酸 多 糖 な どは青 く染
まる.強 酸性 硫 酸 多 糖 は淡 青 色 に 染 ま るか あ る い は染
ま らな い.
4)酵 素 消化 試 験8)
ア ル シア ン青 染 色(pHl.0お よびpH2.5)に て
検 出 され た 物 質 を 同 定 す る た め,次 の よ うな 酵 素 処理
を 行 い そ の 後 アル シア ン青 染 色(pH2.5あ る い は
pHl.0とpH2.5)を 行 った.酵 素 消 化 試験 は 原則
と して無 処 置 の切 片,酵 素 の 溶媒 で処 理 した 切 片,お
よび 熱 な ど で失 活 させ た 酵 素 を 含む 液 で処 理 した 切 片
の3種 の対 照 を 作 製 した.
① 放 線 菌 ピア ルP一 ダ ーゼ(streptomyceshya-
luronidase)消イヒ法9)
切 片 を放 線 菌 ピア ル ロニ ダ ーゼ(生 化 学 工 業)を100
TRU/mlの 活 性 濃 度 で 含 む0.1Mリ ン酸 塩 緩 衝液
(pH5.0)に40℃ に て4時 間 浸す.水 洗 した 後,前
述 の 如 くア ル シア ン青(pH2・5)染 色 を行 う・
結 果 酵 素消 化 に よ り染 色 性 を 失 う構 造 は ピア ル ロ
ン酸 を 含 む.
(注:streptomyceshyalurQnidase活性 の 至 適 温
度 は60。Cで あ るが この温 度 で は ム コ多糖 が非 酵 素 的
に 切 片 か ら遊 離 す る ので 酵 素 液 の 温度 を50QC以 上 に
上 げ て は な らな い.)
② 睾 丸 ピ アルRニ ダ ー ゼ(testicularhyaluroni-
dace)消化 法io)
切 片 を 睾 丸 ヒァ ルRニ ダ ー ゼ(SigmaChcm.Co.)
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を0・05～0・1%の濃 度 で 含 む0.1Mリ ン酸 塩 緩 衝液
(pH5.5)に37DCで4時 間 浸す,水 洗 した後,前 述
の如 くアル シア ン青(pH1.0お よびpH2.5)染 色
を 行 う.
結 果 酵 素 消化 に よ り染 色 性 を失 う構 造 は ピア ル ロ
ン酸,コ ン ドロイ チ ン,コ ン ドRイ チ ン硫 酸Aま た は
Cを 含 む.
③ コ ン ドロイ チ ナ ーゼABC消 化 法1112)
切 片 を コ ン ドロイ チ ナ ーゼABC(生 化 学 工 業)を
1・5u/mlの活 性 濃 度 で 含 むO.1Mト リス塩 酸緩 衝
液(pH8.0)に37℃ で2時 間 浸 す 水 洗 した 後,前
述 の 如 くア ル シァ ン青(pH1.0お よ びpH2.5)染
色 を 行 う.
結 果 酵 素 消 化 に よ り染色 性 を 失 う構 造 は ピア ル ロ
ン酸,コ ン ドロイ チ ン,コ ン ドロイ チ ン硫 酸A,C,
D,Eま た デ ルマ タ ン硫 酸 を 含む.
④ コ ン ドロイ チ ナー ゼAC消 化 法1112)
切 片 を コ ン ドロイ チ ナ ー ゼAC(生 化 学工 業)を
1.5U/mlの活 性 濃 度 で 含 む0.1Mト リス塩 酸 緩 衝
液(pH7.3)に37℃ で2時 間 浸 す.水 洗 した後,
前述 の如 く アル シア ン青(pHl.0お よびpH2.5)
染色 を行 な う.
結 果 酵 素 消 化に よ り染 色 性 を 失 う構 造 は ピア ルR
ン酸,コ ン ド ロイ チ ン,コ ン ドロイ チ ン硫 酸A,C,D,
Eを 含む.
⑤ ケ ラ タ ナ ーゼ 消 化法13)
切 片 を ケ ラタ ナ ー ゼ(生 化 学 工 業)を2u/m1の
活 性 濃 度 で 含 む0.1Mト リス塩 酸緩 衝 液(pH8.0)














に37℃ で2時 間浸す.水 洗 した後,前 述の如 くアル
シァン青(pH2.5)染色を行 う.















酵 素 基 質 として消化 され る酸性 ムコ多糖
放 線 菌 ヒァル ロニダ ーゼ ピア ル ロ ン 酸
ヒァ ル ロ ン酸 、 コ ン ド ロイ チ ン
睾 丸 ピアル ロニダーゼ
コ ン ドロ イチ ン硫 酸A、C
ピ アル ロ ン酸 、 コ ン ドロ イチ ン
コ ン ドロ イ チ ナ ーゼABC
コ ン ドロ イチ ン硫 酸A
、BCDE
ビア ル ロ ン酸 、 コ ン ドロ イチ ン
コ ン ド ロイ チ ナ ーゼAC
ヘパ リナ ーゼ
ヘ パ リチ ナ ーゼ
ケ ラ タ ナ ーゼ
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Fig.1,症例3SCCG3H-E染 色
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Fig.4.症例23TCCG3H-E染 色
Fig.5.症例23AB(pHI.o)染 色 強 い 染 色 反応 を 呈す る
Pig.6.症 例23「 ン ド ロイ チ ナ ーゼACに よ る消 化 後 のAB
(pH1.0)染色 消 化効 果 は中 等 度 で あ る
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Fig.7。症 例23コ ン ドロイ チ ナ ー ゼABCに よる 消 化 後 の
AB(pH1.0)染色 消 化 効 果 が 顕 著 で あ る
ズ 晩.
野%
Fig.8.症例25SCCG3AB(pH1・0)染 色 強 い 染色 反









ソ硫 酸B)は コ ン ドロイ チ ナ ーゼABCと コ ン ドロイ
チ ナ ーゼACと の 消 化 効果 の 差 に よっ て 同定 す る こ
とが で きる.
「 ン ドRイ チ ン硫 酸D,Eは 羅丸 ピア ル ロ ニ ダー ゼ
とコ ン ドロイ チ ナ ー ゼABCと の消 化 効 果 の差 に よっ
て同 定 す る ことが で きる.コ ン ドロイ チ ソ,コ ソ ドロイ
チ ソ硫 酸A,Gは コン ドロイ チ ナ ー ゼACな どに よ り
同定 で きるが,コ ン ドロィ チ ン と コ ン ドロイ チ ン硫 酸
A,Cは ア ル シ ア ン青 染 色 に お け るpHl.0とpH
2.5での 染色 性 の差 に よ りあ る程 度 判 別 で き る.ケ ラ
タ ン硫 酸は ケ ラタ ナ ー ゼが ケ ラ タ ン硫 酸 の み を 消 化す
るた め この 酵 素 消 化 実験 に よ り同定 す る こ とが で き
る.ヘ パ リン,ヘ パ リチ ン硫 酸 に つ い て も,ヘ パ リナ
ー' ,ヘ パ リチ ナ ー ゼが それ ぞれ を 消 化 す るた め これ

















































































































標 本 コ ン ドロ イ チ ン硫 酸Aお よ びC 標 本
デ ル マ タ ン 硫 酸





























































ン酸 の 割合 が 相 対 的 に少 な い とい う傾 向が 認 め られ た
(Table6,7).
② コ ン ド・イ チ ナ ーゼABC消 化 試 験
本 酵 素 に よる消 化 試 験 で は全 例 に お い て 酵 素消 化 に
よ り膀 胱 腫瘍 組 織 の間 質に ア ル シ ア ン青 の 染色 性 の低
下 を認 め た(r;g.7,9).酵 素消 化 後 アル シア ン青
pH1.0の 染 色性 が特 に 低 下 した 症 例 が 認 め られ た.
これ は 多 量 の コ ン ドロイ チ ン硫 酸A,B,Cの 存 在に
よる もの と考 え られ る.こ の よ うな消 化 効 果 の顕 著 な
症例 はhighgradc,highstageのも に 多 く=FIIDG.め
られ,特 に 扁 平 上皮 癌 は 全 例 が この 中 に 含 まれ た.
③ コ ン ドロイ チ ナ ー-AC消 化 試 験
本 酵 素に よ る消 化 試験 では 全 例 に お い て醒 素 消 化に
よる腫 瘍 組 織 の 闘 質 の ア ル シア ン青 の 染色 性 の 低 下 を
認 め た が(Fig.3,6),コ ン ド ロイ チ ナ ーゼABC










































































Table6.Gradeと酸 性 ム コ多 糖 の 分布
ビアルロン酸 コンドロイチン硫 酸A,C デ ル マ タ ン 硫 酸






































































Table7.Stageと酸 性 ム コ多 糖 の 分布
ピアル ロ ン酸 コンドロイチン硫酸 んC デ ル マ タ ン 硫 酸













































































































































は抑xて いるが,ビ アルRン 酸の脱出はかな り著しい
とされてお り十分とは言えない.そ こで酸性ムコ多糖
の固定には4級 アンモニウム塩であるセチル ピリジニ
ウムクロライ ド(CPC)をi%の 濃度 でlo/tルマ




















ルシアン緑,ア ス トラ青)に 比べ核酸,酸 性蛋白質,































stageとをpT2とpT3aで 分 けたのは リンパ節転
移や血行転移の頻度がこれを境にして変わるとされて
いるからである.lowstageにおいてピアルロン酸が

































































































































全摘標本でも筋層浸潤のないpTlの 症例 が8例 含ま
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